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Clonación, expresión y evaluación inmunológica de la proteína
Omp31 de Brucella melitensis y evaluación de su posible uso
para el diagnóstico en brucelosis bovina
CLONING, EXPRESSION AND IMMUNOLOGICAL EVALUATION OF THE OMP31 PROTEIN OF
Brucella melitensis AND EVALUATION OF ITS POSSIBLE USE FOR THE DIAGNOSIS
IN BOVINE BRUCELLOSIS
Jose-David Rosales1,5, Annie Castillo Ochoa1, Armando Reyna-Bello2,
Ana Teresa Serrano3, Rodolfo Fernández-Gomez4
RESUMEN
El diagnóstico serológico de la brucelosis se lleva a cabo por la detección de
anticuerpos generados contra el liposacárido «LPS» o extractos bacterianos de células
enteras por ELISA o pruebas de aglutinación. El objetivo del trabajo fue evaluar una
proteína recombinante que pueda ser usada en el diagnóstico serológico de la brucelosis
bovina. Se escogió el gen de la Omp31 de Brucella melitensis 16M. El gen fue clonado a
partir de ADN de B. melitensis. La expresión de la proteína Omp31r se realizó en un
sistema de expresión procariota utilizando el vector pET28a y la purificación por
cromatografía de afinidad a metales (IMAC). Un ELISA indirecto fue estandarizado utili-
zando sueros controles de bovinos positivos y negativos. La proteína Omp31r reaccionó
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con los sueros controles positivos y logró discriminarlos frente a los sueros negativos.
La sensibilidad y especificidad del ensayo de ELISA fue de 77.2% y de 90.6%, respectiva-
mente. Este sistema de ELISA indirecto puede ser útil para los diagnósticos rápidos de
grandes números de muestras en el diagnóstico de la brucelosis bovina.
 Palabras clave: brucelosis; Omp31r; proteína recombinante
ABSTRACT
The serological diagnosis of brucellosis is carried out by the detection of antibodies
generated against the liposaccharide «LPS» or bacterial extracts of whole cells by ELISA
or agglutination tests. The objective of this study was to evaluate a recombinant protein
that can be used in the serological diagnosis of bovine brucellosis. The Omp31 gene of
Brucella melitensis 16M was chosen. The gene was cloned from DNA of B. melitensis;
the expression of the Omp31r protein was performed in a prokaryotic expression system
using the pET28a vector and purification by metal affinity chromatography (IMAC). An
indirect ELISA was standardized using control sera from positive and negative bovines.
The Omp31r protein reacted with the positive control sera and succeeded in discriminating
against the negative sera. The sensitivity and specificity of the ELISA assay was 77.2%
and 90.6%, respectively. This indirect ELISA system can be useful for the rapid diagnosis
of large numbers of samples in the diagnosis of bovine brucellosis.
Key words: brucellosis; Omp31r; recombinant protein
INTRODUCCIÓN
Brucella abortus es un cocobacilo gran
negativo, causante de afecciones crónicas de-
bilitantes en humanos, así como aborto e in-
fertilidad en el ganado y otros animales, dan-
do lugar a serias pérdidas económicas en la
ganadería y problemas de salud pública a ni-
vel global. No existe una vacuna eficaz y se-
gura para el humano, por lo que la preven-
ción de la infección en animales es una for-
ma de controlar la brucelosis humana.
Se han desarrollado diferentes enfoques
de diagnóstico, principalmente cultivo
bacteriano, ensayos serológicos y detección
de nivel de ADN. Entre estos, los ensayos
serológicos se consideran como el método
principal por su sensibilidad diagnóstica, dis-
ponibilidad y ventaja económica (Al Dahouk
et al., 2003). La detección de anticuerpos
contra lipopolisacáridos es el elemento prin-
cipal en el serodiagnóstico de la brucelosis;
sin embargo, presentan reacción cruzada con
bacterias como Escherichia coli O157,
Salmonella typhimurium y Vibrio cholerae,
así como con Yersinia enterocolitica O:9 con
la que tiene la reacción cruzada más promi-
nente debido a la alta similitud estructural del
O-polisacárido (OPS) (Bundle et al., 1984;
Chenais et al., 2012).
El desarrollo de la inmunoproteómica ha
allanado el camino para la identificación de
proteínas inmunogénicas de varios patógenos
(Tjalsma et al., 2008; Hu et al., 2014; Pellon
et al,. 2016; Chavez-Fumagalli et al., 2017).
La aplicación de proteínas inmunogénicas de
B. abortus ha demostrado ser un enfoque
eficaz para minimizar las reacciones cruza-
das en el diagnóstico de la brucelosis (Zhao
et al., 2011). Por lo tanto, varios componen-
tes superficiales o citoplásmicos de Brucella
se han usado como marcadores potenciales
para el diagnóstico de brucelosis, incluida la
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lumazina sintetasa (Goldbaum et al., 1999),
la proteína del sistema de secreción de tipo
IV VirB5 (Tan et al., 2012), la proteína de
membrana externa Omp28 (Thavaselvam et
al ., 2010) y la proteína periplásmica
inmunogénica Bp26 (Tiwari et al., 2011). La
proteína de membrana externa Omp31 ha
sido evaluada serológicamente en animales
diferentes a bovinos, de allí que resultó inte-
resante que fuera reportada usando sueros
de bovinos positivos a Brucella abortus
biovar S19 (Connolly et al., 2006), mientras
que en otro estudio similar usando la cepa
vacunal de Brucella abortus RB51 no la
hayan detectado (Kim et al. 2014).
Con base en estos estudios, se ha con-
siderado la clonación del gen de Omp31 para
expresar la proteína y evaluar su potencial
en el serodiagnóstico de brucelosis en bovi-
nos (Vizcaino et al., 1996; Cassataro et al.,
2004; Estein et al., 2004). El diagnóstico de
la brucelosis se basa principalmente en la
detección de anticuerpos específicos, me-
diante métodos como Rosa de Bengala
(RBT), prueba de aglutinación en suero
(TAT), ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), prueba de fijación del com-
plemento (CFT) y prueba de anticuerpos
fluorescentes (FTA) (Chenchev et al., 1978;
Bricker 2002; Nielsen 2002). El RBT como
prueba de detección y el TAT como confir-
mación se consideran como métodos
estándares para el diagnóstico serodiagnós-
tico de la brucelosis en Venezuela (Lord y
Flores, 1983; Lord V y Lord R, 1991; Fran-
cisco y Vargas, 2002).
La RBT es una técnica económica y
rápida; sin embargo, posee baja especifici-
dad por lo que es fundamental desarrollar
nuevas técnicas de diagnóstico de detección
rápida y eficaces para el diagnóstico de
brucelosis. Este estudio tuvo como objetivo
evaluar la técnica de ELISA indirecta utili-
zando una proteína inmunogénica
recombinante para garantizar la especifici-
dad diagnóstica y confirmar el diagnóstico en
animales que han sido diagnosticados con
brucelosis con técnicas complementarias.
MATERIALES Y MÉTODOS
Análisis Bioinformático
Para el diseño de oligos se utilizó el soft-
ware Oligo Explorer v. 1.4 (http://
www.genelink.com/tools/gl-oe.asp) y la se-
cuencia del gen Omp31de Brucella
melitensis con número de acceso
GQ184729.1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/GQ184729.1). Para el alineamiento
de las proteínas Omp31 se escogieron tres
secuencias de B. abortus: CAJ11595.1
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
CAJ11595.1), EFH35395.1 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EFH35395.1),
ACD73018 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
protein/ACD73018) y una de B. melitensis:
GQ184729 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/GQ184729). Estas secuencias se
alinearon usando MultAlin (http://
multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) y el porcen-
taje de identidad de aminoácidos se obtuvo
usando el software UGENE v. 1.27.0 (http://
ugene.net/).
Cepas Bacterianas
Una muestra de cepa lisa y virulenta de
B. melitensis 16M fue proporcionada por el
Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel
(INH «RR»), la cepa atenuada de Brucella
abortus biovar 1119 fue cedida por el Insti-
tuto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA) y la cepa Escherichia coli
BL21(DE3) fue donada por el Centro de
Inmunoproducción de Antígenos (CIMA), la
cual fue usada para producir las construccio-
nes plasmídicas. La cepa de E. coli se culti-
vó a 37 °C en caldo Luria-Bertani (LB) o
agar suplementado con 30 mg/ml de
kanamicina (Sigma, EEUU).
Preparación del Plásmido
La secuencia de 723 pb codificante del
gen de Omp31 de B. melitensis se amplificó
por PCR utilizando el siguiente par de
cebadores: Omp31 Forw 5’CCCGGA-
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TCCATGA-AATCCGTAA-TTTTGGC3’
(Sitio EcoRI subrayado) y REV 5’
CCCGCGGCCGCTTAGAACTTGTAGTTCAGA-
CCG3’ (sitio NotI subrayado). La PCR se
realizó utilizando los siguientes parámetros:
calentamiento a 95 °C durante 5 min; 32 ci-
clos de desnaturalización a 95 °C durante 1
min, hibridación a 62 °C durante 1 min y ex-
tensión a 72 °C durante 1 min, y una
elongación final a 72 °C durante 5 min. El
ADN amplificado fue digerido con enzimas
de restricción apropiadas EcoRI y NotI
(Promega, EEUU) durante 2 h a 37 °C y se
ligó al vector pET28a (Novagen, EEUU)
a 4 °C durante la noche, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El plásmido
recombinante se transformó en E. coli
BL21(DE3).
Inducción y Purificación de Omp31
Recombinante
La expresión de la proteína fue induci-
da en LB suplementado con 30 mg/ml de
kanamicina con la adición 1 mM isopropil-d-
thiogalactopyranoside (IPTG) y las células
transformadas fueron incubadas durante 4 h.
Las bacterias fueron recolectadas por
centrifugación (12000 g por 15 min a 4 °C) y
congeladas a -20 °C hasta su uso.
Las células bacterianas se suspendie-
ron en una solución que consiste en Tris 50
mM, EDTA 5 mM, y 1% de Triton X-100 (pH
8.0) (solución de suspensión) y sonicados du-
rante tres ciclos de 1 min a 4 °C. Los cuerpos
de inclusión fueron recolectados a 15 000 g
por 15 min a 4 °C y lavadas dos veces con
solución de suspensión sin Triton X-100. Los
cuerpos de inclusión se solubilizaron en una
solución que contiene Tris 50 mM, 5 mM
EDTA y urea 8M (pH 8.0) a temperatura
ambiente durante la noche con agitación.
Después de la centrifugación (15 000 g por
15 min a 4 °C), la proteína soluble fue purifi-
cada mediante cromatografía a través de una
resina ProBond (Invitrogen, EEUU). La pre-
sencia de Omp31r fue verificado por Western
blot con el anticuerpo anti-Omp31 producido
en conejo. La pureza fue evaluada mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
y tinción con azul de Coomassie.
SDS-PAGE y Ensayos de Western Blot
EL SDS-PAGE se realizó según
Laemmli (Laemmli, 1970). La Omp31r puri-
ficada se llevó a 95 ºC durante 10 min y se
diluyó en 2x tampón de muestra Laemmli (4%
de SDS, 20% de glicerol, 10% de 2-
mercaptoetanol, 0.004% de azul de
bromofenol y 0.125 M de Tris HCl, pH 6.8).
Luego de la electroforesis, los geles se tiñeron
durante una hora con Azul Brillante de
Coomassie (Azul Brillante de Coomassie R-
250 al 0.1%, ácido acético al 10%, metanol
al 50%) y posteriormente se destiñeron con
una solución de metanol al 50%. En los ensa-
yos de Wester-blot, después de la
electroforesis, la proteína se transfirió a mem-
branas de Immobilon-P (Milipore, EEUU) en
tampón de transferencia (Tris 25 mM, glicina
192 mM y metanol al 20%) con una corrien-
te constante de 2 mA/cm2 durante 30 min,
usando un equipo de transferencia semiseco
(Bio-Rad, EEUU). La membrana se bloqueó
con leche descremada al 5%, durante 1 h a 4 °C,
se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al
0.05% y se incubó con un suero positivo anti-
Omp31r, producido a partir de un conejo in-
munizado con Omp31r, dilución 1: 1.000, en
tampón de bloqueo a 4 °C durante 2 h. La
membrana se lavó con 0.05% de PBS-Tween
20 y se incubó con anticuerpo anti-IgG de
conejo hecho en cabra conjugado con
peroxidasa de rábano picante (HRP) (dilu-
ción 1: 5.000, Sigma, EEUU), en tampón de
bloqueo durante 1 h a 4 °C, y finalmente la-
vado con 0.05% de PBS-Tween 20. La pro-
teína se detectó con una solución de detec-
ción de diaminobencidina-H2O2. Los sueros
controles positivos a brucelosis de bovinos y
negativos fueron donados por el Instituto Na-
cional de Investigaciones Agrícolas (INIA).
ELISA Usando Omp31r
Se recubrieron placas de poliestireno
(96 pocillos) con Omp31r (0.2 ìg/pocillo), di-
luido en tampón de fosfato solución salina
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(PBS). Los sitios no enlazados en las placas
fueron bloqueados con 200 µl de PBS que
contiene 3% de albúmina de suero bovino
(BSA) por pozo. Posteriormente, los pozos
fueron lavados con PBS que contiene 0.05%
de Tween 20 (PBS-T). Los sueros fueron
diluidos en PBS-T que contiene 1% de BSA
y colocados en cada pozo.
Se detectaron anticuerpos específicos
usando un conjugado anti-bovino peroxidasa.
La reacción fue desarrollada agregando TMB
(2 g/l) en tampón de 0.1 M citrato-fosfato
que contiene 0.03% de H2O2. Para estable-
cer los valores de corte del ensayo se usaron
sueros controles sanos, no infectados, bajo
las mismas condiciones. El valor de corte de
cada suero vinculado al sistema de ensayo
se calculó como la media de la densidad ópti-
ca (DO) específica de los sueros controles
más dos desviaciones estándar.
Punto de Corte
El umbral o punto de corte es el valor
de absorbancia (DO) y fue calculado para
32 determinaciones de controles sanos, ba-
sados en la relación Xs = X + 3δ (Sutula y
Cuillet, 1986), donde Xs = umbral, X 0 media
de los controles sanos, y δ = desviación
estándar. Esto implica que las muestras pro-
blemas que registren una DO450nm superiores
al valor del punto de corte se consideran po-
sitivas y los que estén por debajo se conside-
ran como negativas.
Sensibilidad y Especificidad
La sensibilidad y especificidad de las
pruebas se calcularon con respecto a los bo-
vinos infectados y sanos de Brucella, según
el método descrito por Hop et al., 2016).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El análisis bioinformático de las proteí-
nas Omp31 de B. melitensis y B. abortus
mostró un 70% se similaridad (Figura 1; Cua-
dro 1). La similitud entre las Omp31 de las
mismas especies fue de 100% (Cuadro 1).
La alta similitud implica que puede exis-
tir una reacción cruzada entre ambas proteí-
nas al ser evaluadas con sueros de animales
infectados con especies de Brucella que
expresen esta proteína. Connolly et al. (2006)
detectaron una Omp31 de B. abortus biovar
224 usando sueros de bovinos positivos a
brucelosis, por lo que podría encontrarse en
otras B. abortus silvestres. Es por ello, que
esta proteína fue escogida para ser evalua-
Figura 1. Alineamiento de aminoácidos de proteínas Omp31 usando MultAlin. Alineamiento de
la secuencia Omp31r de Brucella melitensis 16M, B.m_OMP31r_GQ184729.1 y
otras Brucellas B. abortus 2308, Ba_CAJ11595.1 (GenBank acceso CAJ11595.1),
B. abortus B3196, Ba_EFH35395.1 (GenBank acceso EFH35395.1), B. abortus
S19, Ba_ACD73018.1, (GenBank acceso. ACD73018), B. melitensis 152 (GenBank
acceso GQ184729.1), B.m OMP31r, secuencia obtenida en este trabajo
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da. Se diseñaron oligos para amplificar el gen
Omp31 de B. melitensis a partir de ADN
genómico (Figura 2A), obteniéndose una ban-
da de 723 pb, donde la secuenciación corro-
boró la identidad del gen (datos no mostra-
dos). Este fragmento fue clonado en el vector
de expresión pET28a y fue verificado por
PCR (Figura 2B, C, D).
La proteína Omp31r se indujo con 1 mM
IPTG y se purificó con cromatografía IMAC
(Figura 3). La Omp31r se obtuvo con un ren-
dimiento de 70 µg/ml. Esta proteína fue usa-
da para las pruebas de ELISA y Western Blot
(Figura 3).
Como antígeno control se utilizó un ex-
tracto fenolizado de B. abortus biovar 1119,
cepa empleada para la fabricación del Rosa
de Bengala (RB). El valor de corte de cada
antígeno en la prueba de ELISA (Figura 4)
se calculó como la media específica de las
DO de 32 sueros libres de Brucella usados
como control más dos desviaciones estándar.
La media para Omp31r fue de 0.1919 y el
punto de corte de 0.3838. Con el antígeno de
Brucella cepa 1119 se obtuvo una media de
0.1183 y un punto de corte de 0.2366. Los
bovinos positivos (n=57) produjeron un OD
entre 0.285 y 0.975 (media: 0.547; D.E.:
0.203). De estos bovinos, se detectaron
anticuerpos contra Omp31 en 43 de ellos
(75.4%); y al utilizar la cepa de Brucella 1119
como antígeno los 57 sueros se detectaron
como positivos. Al comparar los antígenos,
solo 14 sueros positivos no fueron detecta-
dos por la Omp31r. La sensibilidad y especi-
ficidad de la Omp31r en comparación a la
Cepa 1119 fue de 77.2% y 90.6%, respecti-
vamente.
De los 52 sueros negativos, tres reac-
cionaron con Omp31r, lo cual pudo deberse a
la presencia de proteínas de E. coli que co-
purificaron en la obtención de la proteína
recombinante y dieron reacción cruzada con
estos sueros. Esto ha sido reportado para pro-
teínas de membrana Bp26 (Debbarh et al.,
1996; Cloeckaert et al., 2001; Liu et al., 2011;
Tiwari et al., 2011) y Omp28 (Thavaselvam
et al., 2010; Kumar et al., 2012; Lim et al.,
2012), empleadas como antígenos en el diag-
nóstico de brucelosis en ovejas y cabras.
Otra forma de evidenciar estas reac-
ciones cruzadas es realizando un Western-
blot, donde al usar sueros de bovinos se ob-
servan las bandas contaminantes de E. coli.
(Figura 5C). Estas bandas dan reacción cru-
zada y provocan falsos positivos en ELISA.
Esto podría ser mejorado optimizando la pu-
rificación de la Omp31r. La especificidad se
observa por Western-blot al evaluar sueros
positivos, dado que estos reconocen a la ban-
da de Omp31r y una banda de 31 kDa en el
extracto de B. abortus 1119, pero no reco-
nocen a B. abortus RB51 (Figura 5C). Ade-
más, sueros de bovinos sanos y vacunados
contra B. abortus RB51 no reconocen la
banda de Omp31r (Figura 5D, 5E).
Cuadro 1. Porcentaje de identidad de aminoácidos entre diferentes proteínas Omp31 
 
 B. abortus 2308  
B. abortus 
B3196  
B. abortus 
ACD73018  
B. melitensis 
152  
B. melitensis 
OMP31r 16M 
B. abortus 2308  100 100 100 70 100 
B. abortus B3196  100 100 100 70 100 
B. abortus ACD73018 100 100 100 70 100 
B. melitensis 152  70 70 70 100 70 
B. melitensis OMP31r 
16M 
100 100 100 70 100 
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Figura 2. (A) Purificación de ADN genómico de Brucella melitensis 16M; (B) Amplificado del
gen Omp31; (C) digestión del vector pET28a con EcoRI/NotI (canal 2); (D) PCR-
colonia de diferentes colonias, transformadas con la ligación pET28a/Omp31; (PM)
Detalle del marcador de peso molecular de ADN
Figura 3. Análisis por SDS-PAGE 12% de las fracciones obtenidas al inducir la Omp31
recombinante con IPTG a 37 °C. (A): Línea 1, marcadores de peso molecular; línea 2,
fracción sin inducir; línea 3, fracción a 3 h de inducción; línea 4, fracción insoluble,
fracción 5, fracción soluble. (B): Línea 1, marcadores de peso molecular; líneas 2 a 4,
fracciones eluídas con 250 mM de imidazol. El peso molecular aparente de la Omp31r
es de 28 kDA
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Figura 4. Datos de reactividad del antígeno recombinante Omp31r empleado en el serodiagnóstico
por ensayo de ELISA. Se evaluó la Omp31r (20 ng/pozo) y un extracto de Brucella
abortus biovar 1119 (2 ng/pozo) usando 82 sueros de bovinos clasificados por grupos:
I, sueros positivos a brucelosis y II, sueros bovinos negativos a brucelosis. La línea
gruesa horizontal indica el valor del punto de corte para cada antígeno
Este resultado es importante ya que dis-
crimina animales no vacunados de los vacu-
nados, por lo que se evidencia su potencial
en el desarrollo de pruebas diagnósticas de
brucelosis. Entre las pruebas convencionales
está Rosa de Bengala (RB) (Ramirez-
Pfeiffer et al., 2008) y la fijación del comple-
mento (FC) (Blasco et al., 1994; Adone y
Ciuchini, 2001), así como las pruebas que usan
extractos ricos en S-LPS (como antígeno y
usando un anticuerpo monoclonal) (Chin et
al., 1989; Laurent et al., 2004; Nielsen et al.,
2007; Perrett et al., 2010). Estas pruebas tie-
nen en común que detectan principalmente
anticuerpos antigénicos determinantes, pre-
sentes en la cadena O del LPS-S (Dzata et
al., 1991). En el presente trabajo, el poten-
cial diagnóstico de la Omp31r muestra que el
formato ELISA es útil para el diagnóstico de
infección por B. abortus en bovinos; sin em-
bargo, el uso de Omp31 no ha sido reportado
para su uso en bovinos, sino para cabras y
ovejas (Cassataro et al., 2004; Jacques et
al., 2007; Estein et al., 2009). Esto se debe a
que B. melitensis infecta a estos animales de
manera específica; sin embargo, al no encon-
trarse la proteína en B. abortus no había sido
usada en bovinos (Vizcaino et al., 2001).
Por otro lado, se ha probado extractos
de B. abortus por ELISA que resultan más
sensibles que la Omp31r, por lo que en este
trabajo se usó a B. abortus 1119. La baja
sensibilidad de Omp31r podría deberse a que
el bovino no desarrolla anticuerpos específi-
cos contra esta o, desde el punto de vista téc-
nico, la Omp31r no se unió adecuadamente a
la placa de ELISA por ser hidrofóbica. No se
puede descartar que la ausencia de
reactividad de anticuerpos contra esta pro-
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Figura 5. Western-Blot evaluando un extracto de E. coli, Omp31r (10 µg/pozo), un extracto de
B. abortus RB51 y un extracto de B. abortus cepa 1119 por anticuerpos específicos
para Omp31r y sueros bovinos sanos y positivos a brucelosis. (A) Las proteínas (10 µg
de cada fracción) fueron separadas en SDS-PAGE (12.5%) y teñidas con azul de
coomassie. (B) Fueron electroforéticamente transferidas a nitrocelulosa y detectadas
con anti-Omp31R realizado en conejo (dilución 1:1000) y conjugado (1:8000). Se cargó
0.75 µg de Omp31r. Las posiciones de los marcadores de peso molecular son indica-
das a la izquierda. (C) Se usaron tres sueros bovinos positivos que reconocen la banda
de Omp31r y la banda de Omp31 nativa en el extracto de B.abortus 1119 (reconocen
bandas en el extracto de E. coli, pero no reconoce a B. abortus RB51). (D) Al usar
una mezcla de tres sueros negativos de machos bovinos, no reconocen la banda de
Omp31. (E) Al usar tres sueros de machos bovinos vacunados con la vacuna RB51 se
observa reconocimiento de la banda de Omp31. Los sueros se usaron a una dilución
1:100 y el conjugado a 1:5000
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teína también pudiera deberse a la elimina-
ción de epítopos conformacionales, debido a
la desnaturalización de la proteína bajo con-
diciones que se realizó la prueba de ELISA.
Al realizar los ensayos de ELISA (Fi-
gura 4), los valores de sensibilidad (77.2%) y
especificidad (90.6%) encontrados para
Omp31r en bovinos son similares a los repor-
tados en ovejas, cabras, y humanos evalua-
dos con las proteínas de membrana
recombinantes Bp26 (Debbarh et al., 1996;
Cloeckaert et al., 2001; Tiwari et al., 2011)
con sensibilidad y especificidad de 88 y 93%,
respectivamente, para Omp28 de 97.5% de
sensibilidad y 85.9% de especificidad
(Thavaselvam et al., 2010) y para Omp31 de
67% de sensibilidad (Cassataro et al., 2004).
CONCLUSIONES
A partir de ADN genómico de Brucella
melitensis se logró clonar, expresar y purifi-
car la proteína recombinante Omp31, la cual
presentó una alta sensibilidad (77.2%) y es-
pecificidad (90.6%) en el diagnóstico por
ELISA de sueros bovinos.
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